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活性の比較を行った。NP の T350K 変異はポリメラーゼ活性に影響を及ぼさなかったが，NP の
R351K 変異は有意に低い活性を示した。NP はウイルスの生活環において多様な機能を有するが，ウ
イルス複製における NP 変異体の役割は解明されていない。ポリメラーゼ活性に影響する NP の変異
の同定は，インフルエンザウイルスの新たな宿主へ適応するメカニズムについて，より理解が深まる
ものと考えられる。









近年，中国では H7N9 亜型鳥インフルエンザがヒトへ感染し，これまでに感染患者数は 1,500 人を











2009 年にインフルエンザに罹患したヒトから分離した pdmH1N1/09 である A/Kyoto/1210Y1/09
（1210Y1）株，1977 年に島根県に飛来したキンクロハジロから分離した H1N1 亜型の A/tufted 




TPCK トリプシンを含む培地を加えて 37℃，5% CO2 下で培養した。その後，継時的に培養上清を
回収し，培養上清を Madin-Darby Canine Kidney（MDCK）細胞に接種し，プラーク法によりウイル
ス力価を測定した。
2－ 3. プラスミド構築
それぞれのウイルス株からウイルス RNA を抽出，逆転写し，PB2，PB1，PA および NP 遺伝子
を特異的プライマーによる PCR により増幅し，pCAGGS/MCSR にクローニングした［10］。また，
M 遺伝子の両端の非翻訳領域の内側にホタルルシフェラーゼの翻訳領域を挿入された vRNA 様ミニ
ゲノムを転写するプラスミド（MLuc）を作成した。
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2－ 4. ウイルス RNAポリメラーゼ活性の測定
ウイルス RNA ポリメラーゼ活性の測定は，ヒト胎児腎臓（HEK293T）細胞に MLuc および PB2，
PB1，PA，NP タンパク質をそれぞれ発現する pCAGGS/PB2，PB1，PA，NP を遺伝子導入し，




ヒト由来細胞での増殖性を比較するため，A549 細胞にウイルスを接種し，接種 24 間後の力価を
測定した。ヒト由来の 1210Y1 株は約 107.9 PFU/ml のウイルス力価を示し，野鳥由来の TD 株はそ
の 10 分の 1 以下の約 106.6 PFU/ml と低い力価を示し，PR8 株は約 107.4 PFU/ml を示した。鳥由来
細胞での増殖性を比較するため，DF-1 細胞にウイルスを接種し，接種 24 時間後の力価を測定した。
1210Y1 株は約 103.2 PFU/ml のウイルス力価を示したのに対し，TD 株はその 1,000 倍近い約 107.1 






ゼの活性の比較を行った。PR8 株は TD 株より 10 倍以上高い活性を示し，1210Y1 株は PR8 株より
更に 20 倍以上高い活性を示した。そこで，TD 株と PR8 株のウイルス RNA ポリメラーゼ複合体の
NP タンパク質を 1210Y1 株の NP タンパク質に変えて，ポリメラーゼの活性を測定した。それぞれ
60 倍，5 倍以上高い活性を示したことから，ヒト由来細胞内でのポリメラーゼの高い活性にはヒト
由来株の 1210Y1 株の NP タンパク質が重要であると考えられた。そこで，ヒト由来株と，野鳥由来
株のヒト由来細胞内でのウイルスの増殖性に関わる NP タンパク質のアミノ酸を同定するため，株間
で異なる NP タンパク質のアミノ酸の比較を行い，異なるアミノ酸について，NP タンパク質に変異
を導入した変異体を作製した。PR8 株の NP の 350 番，351 番目に 1210Y1 株の変異を導入した NP
の変異体（PR8-NP-T350K，PR8-NP-R351K）のポリメラーゼの活性の比較を行った。PR8-NP-
T350K 変異体は，ポリメラーゼ活性に影響を与えなかったのに対し，PR8-NP-R351K 変異体は，
PR8 株および 1210Y1 株のポリメラーゼ複合体に導入すると，いずれのウイルス RNA ポリメラーゼ
複合体の組み合わせにおいても，低いポリメラーゼ活性を示すことが示唆された。
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“Analysis of viral replication by mutation of NP 




Influenza A viruses have infected many species of animals, including avian, mammalian. However, 
certain subtypes of influenza virus can infect only certain hosts, except for avian, which are natural 
host of influenza A viruses. Rarely, an influenza virus normally seen in one species crosses the 
species barrier and cause illness in another species. An avian influenza virus can become adapted to 
another species by mutation of viral proteins. In this study, we aimed to clarify the mechanism by 
which influenza virus adapts to replicate efficiently in a new host.
The replication efficiencies of human- and avian-derived H1N1 influenza viruses were compared in 
human lung epithelial（A549）cells and chicken embryo fibroblast（DF-1）cells. The human-derived 
strain exhibited higher peak titer and greater yield in A549 cells as compared to the avian-derived 
strain. The activities of polymerases of human- and avian-derived strain were compared in human 
cells. The human-derived strains polymerases were active in human cells, and the avian-derived strain 
was poorly active. However, the avian-derived strain polymerase has increased the activity in human 
cells by using the nucleoprotein（NP）of the human-derived strain instead of the avian-derived 
strain. So, mutants were generated for residues in NP that may involve in viral replication, and 
polymerase activities were compared. The NP mutation T350K did not affect the polymerase activity 
whereas NP mutation R351K was significantly reduced. The NP has multiple functions during the 
viral life cycle, however, role of NP mutants in viral replication is not understood. The identification 
of residues in NP responsive for the polymerase activity provides a better understanding of the 
mechanisms by which influenza viruses adapt to replicate efficiently in a new host.
Keywords : Influenza A virus, NP protein, mutation, mammalian, adaptation
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